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Box No. I TITLE OF INVENTION 
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Box No. II 



APPLICANT 



Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. The 
address must include postal code and name of country.) 

BIO MERIEUX 
Chemin de TOrme 
69280 MARCY L'ETOILE 
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This person is also inventor. 
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Teleprinter No. 


State (i.e. country) of nationality: 
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State (i.e. country) of residence: 
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This person is 
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Box No. Ill FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 
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I I applicant only 

^3 applicant and inventor 
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State (i.e. country) of nationality: 
FRANCE 


State (i.e. country) of residence: 
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This person is Q all designated Q all designated States ^ the United the States indicated in the 

applicant for the States except the United States of States of Supplemental Box 

purposes of: America America only 




Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. The 
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I I applicant only 
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I I inventor only (if this check-box is 



State (i.e. country) of nationality: 
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This person is Q all designated Q all designated States Q the United Q the States indicated in the 
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purposes of: America America only 


Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. The 
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I I applicant and inventor 

I I inventor only (if this check-box is 
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State (i.e. country) of nationality: 


State (i.e. country) of residence: 
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| | all designated States 
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America 
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| | the States indicated in the 
Supplemental Box 
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DESIGNATION OF STATES 



The following designations are hereby made under rule 4.9(a) (mark the applicable check-boxes; at least one must be marked); 
Regional Patent 

I I AP ARIPO Patent: KE Kenya, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swaziland, UG Uganda and any other State which is a Contracting State of the 
Harare Protocol and of the PCT. 

I I EA EURASIAN. AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgystan, KZ Kazakstan, MD Republic of Moldova, RU Russian Federation, TJ 
Tajikitan, TM Turkmenistan. 

^ EP European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH and LI Switzerland and Liechtenstein, DE Germany, DK Denmark, ES Spain, FR France, 
GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, LU Luxembourg, MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, and any 
other State which is a Contracting State of the European Patent Convention and of the PCT 

I I OA OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cote d'l voire, CM Cameroon, GA Gabon, GN 
Guinea, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, and any other State which is a member State of OAPI and 
a Contracting State of the PCT (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line) 

National Patent (if other kind of protection or treatment desired, specify on blank line): 
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rui lu^cii 
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Romania 
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Sweden 


□ 


SG 


Singapore 
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SK 
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□ 


TM 
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□ 


TR 
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Ukraine 
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US 
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patent) which have become party to th 
|— ] AZ Azerbaijan 
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LS Lesotho 



MK Former Yugoslav Republic of Macedonia 



In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all designations which would be permitted under the PCT except the desig nation (s) of 
. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that any designation which is not confirmed before the expiration of 1 5 months from 
the priority date is to be regarded as withdrawn by the applicant at the expiration of that time limit. (Confirmation of a designation consists of the filing of a notice specifying that 
designation and the payment of the designation and confirmation fees. Confirmation must reach the receiving Office within the 15-month time limit.) 
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Box No. VI PRIORITY CLAIM 



Further priority claims are indicated in the Supplemental Box □ 



The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed: 



Country 
(in which, or for which, the 
application was filed) 



Filing Date 
(day/month/year) 



Application No. 



Office of filing 
(only for region a i or 
international application) 



item(1) FRANCE 



March 20, 1996 



96 03753 



item (2) FRANCE 



April 9,1996 



96 04691 



item (3) 



Mark the following check-box if the certified copy of the earlier application Is to he issued by the Office which for the purposes of the present international 
application is the receiving Office (a fee maybe required): 

^ The receiving Office is hereby requested to prepare and transmit to the International Bureau 

a certified copy of the earlier application(s) identified above as item(s): (2) and (1) 



Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) (If two or more International Searching Authorities are competent to carry out the international search, 
indicate the Authority chosen; the two-letter code maybe used): ISA/ 

Earlier search Fill in where a search (international, international-type or other) by the International Searching Authority has already been carried out or 
requested and the Authority is now requested to base the international search, to the extent possible, on the results of that earlier search. Identify such search 
or request either by reference to the relevant application (or the translation thereof) or by reference to the search request: 



Country (or regional Office): 
FRANCE 



Date (day/month/year). 
February 7, 1997 



Number: 
FA530543 



Box No. ' 



CHECK LIST 



This international application contains the 
following number of sheets: 



1. 


request 


5 


sheets 


2. 


description 


28 


sheets 


3. 


claims 


5 


sheets 


4. 


abstract 


2 


sheets 


5. 


drawings 


4 


sheets 




Total 


44 


sheets 



This international application is accompanied by the item(s) marked below: 

1 . \^\ separate signed power of attorney 5. ^ fee calculation sheet 

2 will follow 

2. {^\ copy of general power of attorney 6. Q separate indications concerning deposited 

microorganisms 

3. d] statement explaining lack of signature 

7. | | nucleotide and/or amino acid sequence 

4. □ priority document(s) identified in Box No. VI listing (diskette) 

as items: p—. 

8. |2Sl other (specify): 2 checks, 16090 and 200 F 
Search Report 



Figure No. . 



. of the drawings (if any) should accompany the abstract when it is published. 



Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 



Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the 
request). 

Cabinet GERMAIN & MAUREAU 
DIDIER Mireille 

LYON/FRANCE, March 20, 1997 
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international application: 


2. Drawings: 
1 1 received: 
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3. Corrected date of actual receipt due to later 
but timely received papers or drawings 
completing the purported international 
application: 


4. Date of timely receipt of the required 
corrections under PCT Article 1 1(2): 


5. International Searching Authority specified by the 6 | | Transmittal of search copy 

applicant: ISA/ delayed until search fee is paid 


For International Bureau use only 


1 Date of receipt of the record copy 
| by the International Bureau: 



Form PCT/RO/101 (last sheet) (January 1994; reprint January 1995) 



See Notes to the request form 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLEEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 
C07H 1708, C12Q 1/68, G01N 27/447 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 97/34909 
(43) Date de publication internationale: 25 septembre 1997 (25.09.97) 



(21) NumeYo de la demande internationale: PCT/FR97/00496 



(22) Date de depot international: 



20 mars 1997 (20.03.97) 



(30) Donnees relatiy> 

96/03753 
96/04691 




la pnortte: / 

20 mars 1996 (20.03.96) 
9 avril 1996 (09.04.96) 




Publico 



(71) Deposant (pour tous les Etats cttsigne's sauf US)t BIO 

MERIEUX [FR/FR]; Chemin de I'Orme, F-69280 Marcy- 
l'Etoile (FR). 

(72) Inventeurs; et / 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement): y CROS, Philippe 
[FR/FR]; 90, rue du Commandant-Charcot, F-69005 Lyon 
(FR).siELAISSARI, Abdelhamjd [FR/FR]; 8, me Jacques- 
Monod, F-69007 Lyon (FR)^IABILAT, Claude [FR/FR]; 
408, chemin Pierre-Drevet, F-69140 Rillieux-la-Pape (FR). 
^PICHOT, Christian [FR/FR]; 5, allee Roland-Garros, 
F-69960 Corbas (FR)-RODRIGUE, Marc [FR/FR]; 14E, 
chemin de Gargantua, F-69570 Dardilly (FR^ANTORO, 
Lise [FR/FR]; 1, place des Quatre-Vierges, F-69110 
Sainte-Foy-Les-Lyons (FR). 



(81) Etats d&ignes: CA, JP, US, brevet europeen (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, 

SE). 



Avec rapport de recherche internationale. 

Avant I 'expiration du delai privu pour la modification des 

revendications, sera republUe si de telle s modifications sont 

recues. 
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(54) Title: NUCLEIC ACID ISOLATION v/ 

(54) Titre: ISOLEMENT DE L'ACIDE NUCLEIQUE 



(57) Abstract 



A method for aqueous phase nucleic acid isolation from a sample, comprising a step of nucleic acid adsorption on a particulate 
substrate, is disclosed. The method comprises an adsorption reagent preparation step (a) providing an adsorption reagent that includes a 
sol consisting of an aqueous continuous phase and a dispersed particulate substrate phase including a functional ised particulate polymer 
prepared by polymerising (1) a first water-soluble acrylamide or acrylamide derivative monomer, (2) at least one cross-linking agent and 
(3) at least one second water-soluble, cation ic and functional monomer, said polymer having a predetermined lower critical solubility 
temperature (LCST) of 25-45 °C; a contact step (b) wherein the adsorption reagent is contacted with the sample containing the nucleic acid; 
an adsorption step (c) wherein, to carry out the contact step (b), at least one parameter is selected for the reaction medium, said parameters 
being a pH no higher than 7, an ionic strength no higher than 10^ 2 M, and a temperature lower than the polymer LCST; a separation step 
(d) wherein the dispersed phase is separated from the continuous phase, optionally after it has been observed that adsorption has occurred; 
and a desorption step (e) wherein the nucleic acid is desorbed from the particulate substrate by increasing the ionic strength until an ionic 
strength higher than 10' 2 M is achieved. 



(57) Abrege" 

Proc6d6 d'isolement, en phase aqueuse, d'un materiel nucleique, present dans un echantillon, comprenant une etape d'adsorption dudit 
materiel nucteique, sur un support particulaire, caracteris6 en ce que: selon une 6tape (a) dite d'obtention du rfcactif d'adsorption, on dispose 
d'un reactif d'adsorption comprenant un sol constitue" par une phase continue aqueuse et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymere particulaire, fonctionnalis6, ledit polymere 6tant obtenu par polynterisation de (1) un premier monomere hydrosoluble, 
d'acrylamide ou d'un denve" d'acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) au moins un second monomere, fonctionnel, cationique 
et hydrosoluble, et ledit polymere presentant une temperature critique infgrieure de solubilite (LCST) prddeterminee qui est comprise en tie 
25 et 45 °C; selon une 6tape (b) dite de mise en contact, on met en contact le teactif d'adsorption avec Techantillon contenant le materiel 
nucteique; selon une 6tape (c) dite d'adsorption, pour la mise en contact selon (b), on choisit au moins un des parametres suivants pour 
le milieu reactionnel: pH au plus 6gal a 7; force ionique au plus 6gale a 10 2 M; temperature infierieure a la LCST du polymere; selon 
une 6tape (d) dite de separation, apres eventuellement avoir observe" que 1' adsorption a eu lieu, on separe la phase discontinue de la phase 
continue; et selon une 6tape (e) dite de ddsorption, on dissocie, par ddsorption, le materiel nucl6ique par rapport au support particulaire, en 
augmentant la force ionique jusqu'a une force ionique supeYieure a 10' 2 M. 
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ISOLEMENT 0E L'ACIDE NUCLEIQUE 

La presente invention appartient au domaine de la 
purification des acides nucleiques, en milieu aqueux . 
5 On connait selon le document WO-A-95/0414 0 un 

procede pour purifier, en milieu aqueux, des acides 
nucleiques presents dans un echantillon, selon lequel on 
met en contact ledit echantillon avec un systeme 
particulaire consistant en des billes de silice, en 
10 presence d'une substance chaotropique , puis on separe de 
la solution aqueuse finale les acides nucleiques fixes sur 
les billes. 

Conformement au document F. MEUNIER et al., 
Polymers for Advanced Technologies, Vol 6, pp 489-496, 

15 (1995), on decrit la preparation d'un polymere denomme 
PNIPAM, par polymerisation de (1) N-isopropylacrylamide, 
(2) N,N-methylene bisacrylamide et (3) chlorure de 2- 
aminoethyl-methacrylate , en presence d'un amorceur de 
polymerisation. Le comportement de ce polymere 

20 f onctionnalise en surface peut le rendre particulierement 
adapte a une fixation par covalence, de molecules 
biologiques . 

Le document EP-A-0 161 881 enseigne qu'un polymere 
thermosensible tel que les polymeres obtenus par 

25 copolymerisation de monomeres de N-alkyl- ou de N- 
alkylene-acrylamide ou methacrylamide et de monomeres de 
derives acryliques ou methacrylique , peut etre utilise 
dans 1 ' isolement de materiel biologique, gr&ce a sa 
capacite a changer de structure en fonction de la 

3 0 temperature. II presente une structure deployee a basse 
temperature, qui facilite la fixation d'un materiel 
biologique, et une structure retractee a haute 
temperature, qui permet la liberation du materiel 
biologique fixe. Le controle des etapes de fixation et de 

35 liberation du materiel biologique peut done etre effectue 
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par variation de la temperature. Pour un meilleur 
controle, on peut en outre faire varier le pH. 

L ' utilisation proposee par ce document s'etend a 
1 1 isolement de tout materiel biologique present dans un 
5 echantillon, et notamment materiel nucleique et materiel 
proteique, sans aucune specificite. 

Selon l 1 invention, on apporte un procede 
d* isolement selectif d 1 un materiel nucleique, present dans 
un echantillon. Meme si 1 * echantillon est complexe et 
10 contient un materiel proteique et/ou des inhibiteurs de 
reaction enzymatique, le procede de 1 1 invention limite 
voire supprime tout isolement du materiel proteique et/ou 
desdits inhibiteurs, tout en favor isant 1 1 isolement du 
materiel nucleique. 
15 Un procede d 1 isolement en phase aqueuse, selon 

1' invention, d'un materiel nucleique present dans un 
echantillon, comprend les etapes suivantes : 

selon une etape (a) dite d • obtention du reactif 
d 1 adsorption, on dispose d'un reactif d ' adsorption 

2 0 comprenant un sol constitue par une phase continue aqueuse 

et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymere particulaire, f onctionnalise , ledit 
polymere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 
monomere hydrosoluble , d'acrylamide ou d'un derive 

25 d 1 acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomere, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, ledit polymere presentant une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee qui 
est comprise entre 25 et 45°C, de preference entre 30 et 40°C, 

30 selon une etape (b) dite de mise en contact, on 

met en contact le reactif d ! adsorption avec 1 1 echantillon 
contenant le materiel nucleique, 

selon une etape (c) dite d 1 adsorption , pour la 
mise en contact, selon (b), on choisit au moins un et de preference au 

3 5 moins deux des parametres suivants pour le milieu reactionnel: 

- pH au plus egal a 7, 
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- force ionique au plus egale a 10~ 2 M, 

- temperature inferieure a la LCST du polymere, 
selon une etape (d) dite de separation, apres 

eventuellement avoir observe que 1' adsorption a eu lieu, 
5 on separe, de la phase continue, la phase discontinue et 
notamment celle ayant adsorbe le materiel nucleique, 

selon une etape (e) dite de desorption, on 
dissocie, par desorption, le materiel nucleique par 
rapport au support particulaire, en augmentant la force 
10 ionique jusqu'a une force ionique superieure a 10~ 2 M. 

Avantageusement , pour 1 1 etape (e) de desorption, 
on fait en outre varier au moins un des parametres choisis 
parmi le pH et la temperature comme suit : 

- augmentation du pH jusqu'a un pH super ieur a 7, 
15 - augmentation de la temperature jusqu'a une 

temperature superieure a la LCST du polymere. 

L 1 invention concerne aussi un procede d'isolement, 
en phase aqueuse, d'un materiel nucleique, present dans un 
echantillon, comprenant une etape d* adsorption dudit 

2 0 materiel nucleique, sur un support particulaire, 

permettant une utilisation en 1 • etat du materiel nucleique 
adsorbe sur le support particulaire, dans une etape 
ulterieure d' analyse. Ce procede comprend les etapes 
suivantes : 

25 selon une etape (a) dite d'obtention du reactif 

d' adsorption, on dispose d'un reactif d ' adsorption 
comprenant un sol constitue par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymere particulaire, f onctionnalise , ledit 

3 0 polymere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 

monomere hydrosoluble , d'acrylamide ou d'un derive 
d 1 acrylamide , (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomere, fonctionnel, cat ionique et 
hydrosoluble, et ledit polymere presentant une temperature 
35 critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee qui 
est comprise entre 25 et 45°C, 
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selon une etape (b) dite cie mise en contact, on 
met en contact le reactif d* adsorption avec 1 ' echantillon 
contenant le materiel nucleique, 

selon une etape (c) dite d 1 adsorption , on choisit, 
5 pour la mise en contact selon (b) , une force ionique au 
plus egale a 10~ 2 M pour le milieu reactionnel, 

selon une etape (d) dite de separation, apres 
eventuellement avoir observe que l f adsorption a eu lieu, 
on separe la phase discontinue de la phase continue, 
10 procede selon lequel 1 1 etape de desorption est 
facultative. 

Conf ormement a une mise en oeuvre pref erentielle 
ce dernier procede, selon 1 1 etape (c) d 1 adsorption, on 
choisit en outre, pour la mise en contact selon (b) , au 
15 moins un des parametres suivants pour le milieu 
reactionnel : 

- pH au plus egal a 7, 

- temperature infer ieure a la LCST du polymere. 
Bien entendu, ce procede peut comprendre, apres 

20 1 1 etape (d) de separation, une etape dite de desorption, 
selon laquelle on dissocie, par desorption, le materiel 
nucleique par rapport au support particulaire , en faisant 
varier au moins un des parametres choisis parmi la force 
ionique, le pH et la temperature, comme suit : 

25 - augmentation de la force ionique jusqu'a une 

force ionique superieure a 10~ 2 M, 

- augmentation du pH jusqu'a un pH superieur a 7, 

- augmentation de la temperature jusqu'a une 
temperature superieure a la LCST du polymere. 

30 On fait avantageusement varier au moins la force 

ionique . 

Les procedes definis ci-dessus selon 1 * invention 
seront pref erentiellement mis en oeuvre selon deux 
variantes relatives a 1 ' etape (a). 
35 Selon une premiere variante qui sera illustree 

dans les Exemples, le support particulaire consiste en 
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ledit polymer e part icu la ire , et dans ce cas le ou les 
agents de reticulation (2) sont hydrosolubles . 

Selon une seconde variante, le support 
particulaire comprend en outre un noyau organique ou 
5 inorganique, recouvert en totalite ou en partie par ledit 
polymere particulaire, ledit noyau ne modifiant pas les 
proprietes d' adsorption du polymere vis-a-vis dudit 
materiel nucleique. Le noyau ou partie du noyau remplit 
alors la fonction de 1 ' agent de reticulation (2), un autre 

10 agent de reticulation du type agent de reticulation 
hydrosoluble pouvant etre prevu. A titre d'exemple, le 
noyau peut etre un noyau de polystyrene, et/ou comprendre 
un compose magnetique. 

Selon une mise en oeuvre particuliere et 

15 pref erentielle de ces procedes, on ajoute dans 
1 ' echantillon avant 1 1 etape (b) , ou dans le milieu 
reactionnel aprSs 1 1 etape (b) , et notamment apres 1 1 etape 
(c) ou 1 1 etape (d) , au moins une sonde et/ou une amorce 
susceptible de s'hybrider specif iquement sur le materiel 

2 0 nucleique avant ou apres 1 1 etape (b) . 

Dans une autre mise en oeuvre particuliere, le 
materiel nucleique consiste en une sonde ou une amorce, et 
selon (b) et (c) on met en contact le reactif d' adsorption 
avec ledit materiel nucleique, pour obtenir un reactif 
25 d 'hybridation, puis selon (b') apres eventuellement avoir 
observe que l'adsorption a eu lieu, et separe du milieu 
reactionnel le reactif d 1 hybridation , on met en contact 
ledit reactif d ' hybridation avec un milieu contenant au 
moins un acide nucleique ou fragment d'acide nucleique, 

3 0 dans des conditions adaptees pour 1 1 hybridation ou 

1 'elongation de 1' amorce. 

Le polymere particulaire est avantageusement 
obtenu par polymerisation radicalaire, en presence d'un 
amorceur de polymerisation, cationique ou neutre, et 
3 5 hydrosoluble. 
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Le premier monomere (1) est de preference choisi 
parmi les N-alkylacrylamides et les N,N- 

dialkylacrylamides , et plus particulierement parmi le N- 
isopropylacrylamide , le N-ethy lmethacry lamide , le N-n- 
5 propylacrylamide, le N-n-propy lmethacry lamide , le N- 
isopropylmethacrylamide , le N-cyclopropy lacrylamide , le 
N , N—diethy lacrylamide , le N-methyl-N-isopropylacrylamide , 
le N-methy 1-N-n-propy lacrylamide , le premier monomere 
etant de preference le N-isopropylacry lamide (NIPAM) . 

10 Le ou les seconds monomeres , fonctionnels (3) sont 

de preference choisis parmi les derives acryliques et 
methacryliques , le chlorure de 2-aminoethyl methacrylate 
(AEM) , les derives de N-vinyl-pyridine , les derives de 
trialkylammonium et les derives de chlorure 

15 d * isothiouronium. 

Avantageusement 1 1 agent de reticulation 

hydrosoluble (2) est choisi parmi le N , N-methy lene 
bisacrylamide (MBA), 1 ' ethylene glycol dimethacrylate , et 
1 1 amorceur de polymerisation est le chlorure de 2,2'- 

20 azobis amidino-propane (V50) . 

L 1 etape (d) de separation est de preference 
effectuee selon une technique choisie parmi la 
centrif ugation, la filtration, la precipitation, la 
sedimentation et 1 * application d 1 un champ magnetique. 

25 Avant 1 • etape (d) de separation on peut 

eventuellement observer que la reaction d 1 adsorption s ' est 
produite. A titre d'exemple, on peut utiliser les 
techniques de HPLC ou d 1 electrophorese capillaire. 

Avant d'exposer plus en detail l 1 invention, 

30 certains termes employes dans la presente description et 
dans les revendications sont ci-apres definis : 

Par isolement d'un materiel nucleique selon 
1* invention, on comprend la separation, la detection de ce 
materiel, 1 ■ enr ichissement d 1 une fraction en materiel 

35 nucleique, selon une methode d* isolement specif ique ou 
aspecifique, de maniere qualitative et/ou quantitative. 
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Un materiel nucleique selon 1 1 invention est un 
acide nucleique, un fragment d* acide nucleique, un melange 
d'acides nucleiques et/ou de fragments d'acides 
nucleiques, ou une fraction d'acides nucleiques et/ou de 
5 fragments d ! acides nucleiques. Par acide nucleique, on 
entend tout acide nucleique, sous forme libre ou combinee 
eventuellement a des proteines, quelle que soit son 
origine cellulaire, bacterienne, virale ou autre. II 
s'agit indif f eremment d'un acide desoxyr ibonucleique ou 

10 d'un - acide r ibonucleique , constitue par un enchainement de 
nucleotides naturels dont les elements constitutifs sont 
un sucre, un groupement phosphate et une base azotee 
choisie parmi 1* adenine, la guanine, l'uracile, la 
cytosine, la thymine, et/ou de nucleotides modifies dans 

15 l'un au moins des trois elements constitutifs ; a titre 
d f exemple, la modification peut intervenir au niveau des 
bases, generant des bases modifiees, telles que l'inosine, 
la methyl-5-desoxycytidine, la desoxyuridine , la 
dimethylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2 , 6-purine, la 

2 0 bromo-5-desoxyuridine, et telles que des bases modifiees 

par un traceur detectable directement ou indirectement par 
des techniques connues de l'homme du metier, a titre 
d'exemple les bases modifiees par la biotine ; au niveau 
du sucre, a savoir le remplacement d'au moins un 

25 desoxyribose par un polyamide ; et/ou au niveau du 
groupement phosphate par exemple son remplacement par des 
esters notamment choisis parmi les esters de diphosphate, 
d'alkyl- et aryl-phosphonate et d'alkyl- et aryle- 
phosphorothioate . L ' acide nucleique selon 1 1 invention est 

30 totalement ou partiellement monocatenaire et/ou 
bicatenaire, en particulier il peut consister en un duplex 
sonde-acide nucleique, sonde-f ragment d' acide nucleique, 
amorce-acide nucleique ou amorce-fragment d' acide 
nucleique ; le duplex peut etre un homoduplex ou un 

3 5 heteroduplex. 
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L' invention est bien sur appliquee a 1 ' isolement 
de fragments d'acides nucleiques tels que definis ci- 
dessus, ou oligonucleotides (ODN) , de tailles variables. 

Le materiel nucleique peut etre d'origine 
5 naturelle, et/ou obtenu par recombinaison genetique et/ou 
par synthese chimique, a titre d'exemple il peut consister 
en une sonde ou une amorce. 

La presente invention est appliquee a 1 1 isolement 
aspecifique d'une fraction d ! acides nucleiques et/ou de 

10 fragments decides nucleiques, contenue dans un 
echantillon, mais aussi a 1 1 isolement specif ique d'un 
acide nucleique ou d'un fragment d'acide nucleique, ou 
d'un melange d ' acides nucleiques ou de fragments d'acides 
nucleiques, presents dans un echantillon. 

15 Un echantillon tel qu • on l'entend selon 

1' invention, comprend tout echantillon susceptible de 
contenir un materiel nucleique, notamment un echantillon 
biologique tel que celui obtenu a partir d'un fluide 
biologique, un echantillon d'origine alimentaire. 

20 L ' echantillon consiste en tout ou partie d'un echantillon, 
en particulier il peut consister en un aliquote, une 
dilution. L ' echantillon peut ou non avoir ete soumis a un 
traitement prealable notamment de purification ou de lyse 
afin de faciliter la liberation des acides nucleiques. 

25 La LCST d'un polymere tel que celui qui fait 

1* ob jet de la presente invention est notamment definie et 
mesuree par des techniques decrites dans les documents 
suivants : Hiroshi Inomata et al., Macromolecules 1994, 
27, 6459-6464. 

30 Une sonde est un fragment nucleotidique possedant 

une specif icite d 1 hybridation dans des conditions 
determinees pour former un complexe d ' hybridation avec un 
fragment nucleotidique. Une sonde utilisee dans le cadre 
de la presente invention sera de preference une sonde de 

35 capture, sans pour autant exclure de ce cadre les autres 
types de sondes. 
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Par amorce selon 1' invention, on entend une sonde 
possedant une specif icite d 1 hybridation dans des 
conditions determinees pour 1 1 initiation d'une 
polymerisation enzymatique par exemple dans une technique 
5 d 1 amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction) , la technique dite NASBA ("Nucleic Acid 
Sequence-Based Amplification) ou encore la technique dite 
TMA (Transcription Mediated Amplification) , dans un 
procede d 1 elongation , tel que le sequengage, dans une 
10 methode de transcription inverse ou analogue. 

Par derive acrylamide selon 1' invent ion, on entend 
un monomere polymerisable repondant a la forraule R°- 
CH=C(R 1 ) -CONR 2 R 3 r dans laquelle R° , R 1 , R 2 et R 3 
representent un groupe independamment choisi parmi 
15 l'hydrogene, les groupes hydrocarbones inferieurs, 
lineaires ou ramifies, aliphatiques ou cycliques, les 
groupes heterocycliques azotes tels que l 1 imidazole. 

L 1 adsorption de materiel nucleique telle 
qu 1 entendue selon la presente invention est definie comme 

2 0 suit : un materiel nucleique est adsorbe sur un support 

particulaire si apres un temps de contact entre ledit 
materiel et ledit support, au moins un des groupes 
appartenant aux elements const itut if s du materiel 
nucleique est fixe a la surface du support ; 1* adsorption 

25 resulte d 1 interactions ioniques et/ou de liaisons 
hydrogene, et eventuellement d * interact ions hydrophobes, a 
1* exclusion de toute liaison covalente, entre le materiel 
et le support . 

Enfin par polymere f onctionnalise, on entend un 

30 polymere presentant au moins une interface portant des 
groupes fonctionnels susceptibles de generer avec des 
groupes des elements constitutifs du materiel nucleique, 
1 'une quelconque des interactions et/ou liaisons 
impliquees dans le phenomene d ' adsorption . De preference 

3 5 ces groupes fonctionnels sont choisis parmi NH 3 + ; NH 4 + ; 

NR 3 + ou R represente un groupe hydrocarbone , sature ou 
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insature, aliphatique ou cyclique, NR 3 + pouvant 
representer le groupe pyridinium ; et le groupe 
isothiouronium. 

La presente invention est a present decrite en 
5 reference aux Exemples 1 a 6 et aux Figures 1 a 7 
presentees ci-apres : 

Figure 1 represente la variation de 1' interface du 
polymere en fonction du pH et de la temperature, 

Figure 2 represente 1 1 ef f et du pH et de la 
10 temperature sur 1' adsorption de l'ARN, 

Figure 3 represente l'effet du pH a 40°C sur 
l 1 adsorption de la BSA, 

Figure 4 represente l'effet de la force ionique et 
de la temperature sur 1' adsorption de l'ARN, 
15 Figure 5 represente l'effet du pH a 20 °C sur la 

desorption de l'ARN, 

Figure 6 represente l'effet du pH a 4 0 °C sur la 
desorption de l'ARN, et 

Figure 7 represente l'effet de la force ionique a 
20 pH 9,2 et a 20°C sur la desorption de l'ARN. 

Pour les figures 2 a 4, la valeur Ns correspond a 
la quantite de l'entite biologique fixee sur le polymere 
et est exprimee en milligrammes de molecules biologiques 
fixees par milligramme de polymere. 
25 Pour les figures 5 a 7, la valeur Ns correspond au 

pourcentage d'ARN liberes (Ns libre) ou d'ARN non liberes 
(Ns residuel) , par rapport a la quantite d'ARN 
prealablement adsorbee sur les particules conformement a 
1 ' exemple 2 . 

30 Comme les exemples suivants 1 ' illustreront , les 

conditions de pH, de force ionique et/ou de temperature au 
cours de 1 ' etape (c) d' adsorption sont determinantes . En 
effet, comme on peut 1 ' observer sur la Figure 1, en- 
dessous d'une valeur de pH egale a 7 et de temperature 

35 inferieure a la LCST du polymere, le polymere presente une 
chevelure hydrophile, chargee, alors qu'au-dessus d'une 
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valeur de pH egale a 7 et de temperature superieure a la 
LCST le polymere presente une conformation retractee 
hydrophobe et neutre, ce qui entralne une diminution de 
l 1 adsorption des acides nucleiques et a la fois une 
5 adsorption croissante des proteines. 

EXEMPLE 1 : PREPARATION D'UN POLYMERE A BASE DE 

NIPAM 

Trois techniques de polymerisation ont et6 
10 utilisees pour la preparation de ce polymere : 

1) polymerisation en batch (ou procede en reacteur ferme) ; 

2) polymerisation en semi-continu et 3) polymerisation sur 
semence. Dans chacune de ces techniques, les memes 
reactifs suivants ont ete utilises : 

15 * Premier monomere : N-isopropylacrylamide 

(NIPAM) commercialism par Kodak, 

* Reticulant : N , N— methylene bisacrylamide (MBA) 
disponible chez Aldrich, 

* Amorceur : chlorure de 2,2' -azobis amidino 
2 0 propane (V50) commercialise par Wako, 

* Sel pour ajuster la force ionique : NaCl 
(Prolabo) , 

* Second monomere , f onctionnel : chlorure de 2- 
aminoethyl methacrylate (AEM) commercialise par Kodak. 

25 

l) Polymerisation en batch 

Le premier monomere (NIPAM) , le second monomere, 
fonctionnel (AEM) et le reticulant (MBA) sont introduits 
ensemble en une seule etape avant que la polymerisation ne 
30 soit amorcee par addition de 1 ' amorceur (V50) qui se 
decompose sous l'effet de la chaleur en produisant des 
radicaux libres. La duree de polymerisation est de 30 min. 

La formulation du polymere obtenu a qui on a 
affecte la reference PNIPAM4 2 est la suivante : 
35 volume total< a > 250 ml 

NIPAM 48,51 mmoles 
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MBA 3 mmoles 

AEM 0,4 8 mmoles 

V50 0 , 30 mmoles 

Temperature 70 °C 

5 (a) eau bouillie et degazee 

Les caracter istiques du polymere obtenu 
reportees dans le tableau I suivant: 

Tableau I 



sont 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



diametre (a) 
DDL20°C 


• • . (h) 

diametre 
taiile DDL 
40°C 


diametre (c) 
MET 


concentration 
en AEM <d) 


LCST (e) 


CCC (0 
a20°C 


292 nm 


164 nm 


129 nm 


14,1 umol/g de 
polymere 


31,5 °C 


1.00 
mole/1 



(a) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 20°C 

(b) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 40°C 

(c) diametre mesure par microscopie electronique a 
transmission 

(d) densite de charge exprimee en /zmole (amine primaire) /g 
de polymere 

(e) temperature critique inferieure de solubilite (LCST) 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 
temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20°C 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 
salinite (NaCl) . 

2) Polymerisation en semi-continu 

Une partie de second monomere, fonctionnel est 
introduite dans le reacteur sur une periode comprise entre 
le debut de la polymerisation et la fin de la conversion 
totale de celle-ci. Cet ajout peut etre effectue a une 
Vitesse d 1 injection constante (polymerisation par ajout 
continu) ou bien suivant un ajout bien contrdle a des 
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10 



15 



intervalles reguliers (polymerisation en semi-continu) . Le 
but de cette methode de polymerisation est d ' augmenter 
1 1 incorporation de second monomere, fonctionnel (charge) 
sans augmenter le pourcentage de polymere hydrosoluble 
dans le milieu reactionnel qui pourrait perturber le 
deroulement de la polymerisation. 

La formulation du polymere obtenu a qui on a 
affecte la reference PNIPAM4 5 est la suivante : 
volume total< a ) 250 ml 

NIPAM 48,51 mmoles 

MBA 3 mmoles 

A EM 0 , 48 mmoles 

V50 0,30 mmoles 

Temperature 70 °C 

a j outs entre 3 et 6 min 

(a) eau bouillie et degazee 

Les caracteristique du polymere PNIPAM45 obtenu 
sont reportees dans le tableau II suivant : 



20 






Tableau 


II 








diametre (,) 
DDL20°C 


diametre: (b) 
taiile DDL 
40°C 


(C) 

diametre 
MET 


concentration 
en AEM {t,) 


LCST (c) 


CCC (0 
a20°C 


25 


823 nm 


530 nm 


327 nm 


KM) umol/g de 
polymere 


32 °C 


1.00 
mole/1 



30 



(a) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 20°C 

(b) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 40°C 

(c) diametre mesure par microscopie electronique a 
transmission 

(d) densite de charge exprimee en /imole (amine primaire) /g 
de polymere 
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(e) temperature critique inferieure de solubilite (LCST) 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 
temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20°C 
5 determinee par mesure de turbidite en fonction de la 

salinite (NaCl) . 

3 ) Polymerisation sur semence 

Cette technique consiste a introduire le second 

10 monomere, fonctionnel dans un milieu reactionnel contenant 
un polymere prealablement prepare et parfaitement 
caracterise. Le second monomere, fonctionnel peut etre 
additionne seul ou en melange avec le ou les monomere (s) 
ou les comonomeres , en une etape ou en semi-continu . 

15 La formulation du polymere obtenu a qui on a 

affecte la reference PNIPAM94 est la suivante : 

Un volume de 4 0 ml de semence a un taux de solide 
de 4,5 % est utilise. Les reactifs ont ete ajoutes dilues 
dans un volume de 5 ml d'eau. Les pourcentage molaires de 

20 NIPAM, de MBA et de V50 ajoutes dans la deuxieme etape 
sont identiques a ceux de la semence (cf 1) ) . En revanche, 
la concentration en second monomere, fonctionnel est 
controlee (augmentee ou diminuee suivant la densite de 
charge voulue) ; dans ce cas 10 % (mole) de AEM sont 

25 ajoutes par rapport au premier monomere NIPAM. 

Les caracteristiques du polymere PNIPAM94, obtenu 
apres reensemencement a partir de la semence inscrite sous 
la reference PNIPAM9 3 synthetisee suivant le mode 
operatoire decrit dans 1) , sont reportees dans le tableau 

30 III suivant : 

Tableau III 



35 



diameLrc 
DDL20°C 


diamctre 
taiUe DDL 
40°C 


N'tET 


concentration 
cn AEM 


LCST tc) 


CCC (0 
a20°C 


504 nm 


29i) nm 


I 76 nm 


22.4 pmol/*: <Je 
polymere 


32 °C 


i.IO 
mole/1 
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(a) diaraetre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 20°C 

5 (b) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 
a 40°C 

(c) diametre mesure par microscopie electronique a 
transmission 

(d) densite de charge exprimee en /mole (amine primaire) /g 
10 de polymere 

(e) temperature critique inferieure de solubilite (LCST) 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 
temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20°C 
15 determinee par mesure de turbidite en fonction de la 

salinite (NaCl) . 

En fin de polymerisation les particules sont 
collectees par simple centr if ugation et redispersees dans 
l'eau ou dans un milieu desire. 
2 0 Les caracteristiques du polymere obtenu selon 

1'une quelconque des techniques 1) a 3) sont les 
suivantes : 

- densite de charge (cationique) entre 5 et 150 
/xmol/g de polymere 

25 - intervalle de la taille des particules comprise 

entre 0,05 et 2 pm, diametre des particules mesure par 
diffusion dynamique de la lumiere a 20°C 

- intervalle de la concentration critique de 
coagulation (CCC) entre 0,001 et 1,5 mole/1 NaCl a 20°C et 

30 entre 0,01 et 0,9 mole/1 NaCl a 40°C. 

EXEMPLE 2: ADSORPTION D • ARN OU DE BSA 
(SERUMALBUMINE BOVINE) SUR DES PARTICULES DE POLYMERE 
PNIPAM TELLES QUE PREPAREES SELON L • EXEMPLE 1 

35 Le protocole suivant constitue le mode operatoire 

general des reactions d 1 adsorption : 
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Le melange reactionnel est constitue de 10 /il 
d'ARN (4 mg/ml) ou de 50 jil de BSA (5 mg/ml) , et de 50 ^jlI 
de particules NIPAM (45g/l) . Le volume final de un 
millilitre est obtenu par adjonction de tampon phosphate 
5 (10 mM pH 4,6 ou 9,2) et NaCl (5M) afin d'atteindre le pH 
et la force ionique desiree. 

L'entite moleculaire (ARN ou BSA) est adsorbee sur 
les particules durant 2 heures (a 2 0 ou 4 0 °C) avec des 
conditions predetermines (pH, force ionique) : le melange 

10 est centrifuge 20 minutes a 14 000 tours par minute. Le 
surnageant est recupere, filtre sur filtre Millipore 
Millex-GV13 (0,22 jzm) afin d'eliminer les particules de 
polymere en suspension. La quantite de l'entite biologique 
fixee sur le support polymere est determinee par une 

15 simple difference entre la quantite initialement 
introduite et la quantite restante et libre (dosee dans le 
surnageant) : cette quantite est exprimee en milligramme de 
molecules biologiques par milligramme de polymere (Ns) . 
Les concentrations d 1 ARN ou de BSA sont estimees par 

2 0 spectrophotometrie UV (Kontron Instrument) a une longueur 
d'onde de 2 60 nm ou 28 0 nro, respectivement . 

Les essais ont ete realises avec de l'ARN 16S et 
23S ribosomal de E. coll (Boerhinger) et de la BSA (Sigma 
reference A0281) utilises sans purification prealable. 

25 Les particules utilisees sont des particules 

thermosensibles de PNIPAM94. Ces particules sont tres 
hydrophiles a temperature ambiante et hydrophobes a une 
temperature superieure a la LCST (32°C) . Elles ont ete 
synthetisees comme decrit dans 1 1 exemple 1. 

30 Des tampons phosphate acide (KH 2 P0 4 10 mM pH 4,6) 

et basique (K 2 HP0 4 10 mM pH 9,2) ont ete utilises pour les 
reactions d 1 adsorption et pour controler le pH des 
reactions . 

NaCl (5M) a ete utilise pour controler la force 
35 ionique des reactions. 
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L'eau utilisee dans 1' ensemble des reactions a ete 
purifiee sur le systeme de purification Millipore-Milli Q. 

Les incubations ont ete realisees sur un 
thermomixer (Eppendorf 5436) . 
5 Toutes les reactions ont ete realisees dans des 

tubes Eppendorf de 1,5 ml. 

1) Etude de l 1 influence du pH et de la temperature 
sur 1' adsorption 

10 Conformement a la Figure 2, on observe une 

meilleure adsorption de 1 ■ ARN a pH acide qu • a pH basique. 
A pH acide les particules sont largement chargees 
positivement et les acides nucleiques charges negativement 
se fixent sur les particules via des forces 

15 electrostatiques. La fixation est plus importante a 20°C 
qu'a 40 °C. Les resultats a 40 °C illustrent une diminution 
de 1 1 adsorption. 

Conformement a la Figure 3, a 40 °C ^adsorption 
de la BSA sur les particules est possible sans influence 

2 0 du pH. A 2 0 °C on n 1 observe aucune fixation de BSA en 
raison du caractere hydrophile des particules a cette 
temperature . 

2) Etude de 1' influence de la force ionique et de 
2 5 la temperature sur 1" adsorption 

Conformement a la Figure 4 , les forces 
electrostatiques attractives entre les ARN charges 
negativement et la surface de polymere chargee 
positivement diminuent avec 1 1 augmentation de la force 
30 ionique avec comme consequence une diminution de la 
fixation de 1'ARN. 

Dans les memes conditions exper imentales , il a ete 
verifie que 1 1 augmentation de la force ionique ne 

favorise pas la fixation de la BSA sur les particules. 
35 En conclusion, les acides nucleiques sont 

pref erentiellement adsorbes sur les particules a 
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temperature inferieure a la LCST (20°C) , a faible force 
ionique et pH acide. Dans ces conditions 1' adsorption des 
proteines (telle la BSA) n ' est pas favorisee. 

5 EXEMPLE 3: DESORPTION D ' ARN ADSORBE SUR DES 

PARTICULES DE POLYMERE PNIPAM 

Les reactifs utilises sont les mimes que ceux 
decrits dans l'exemple 2. 

Le protocole suivant constitue le mode operatoire 

10 general des reactions de desorption: 

Apres une etape d 1 adsorption realisee comme dans 
l'exemple 2, la reaction de desorption est effectuee apres 
1* etape de centrif ugation a 14000 tours par minute, le 
surnageant est elimine et remplace par un millilitre de 

15 tampon de desorption (phosphate (lOmM pH 4,6 ou 9,2) et 
NaCl (5M)) afin d'atteindre le pH et la force ionique 
desiree. La desorption est realisee pendant 2 heures a 
20°C ou 40°C. Le melange est ensuite centrifuge 20 minutes 
a 14000 tours par minute. Le surnageant est recupere, 

20 filtre sur filtre Millipore Millex-GV13 (0,22 pm) afin 
d'eliminer les particules de polymere en suspension. La 
quantite d 1 ARN liberee est determinee par 

spectrophotometrie UV (Kontron Instrument) a une longueur 
d'onde de 260 nm. L 1 acide nucleique recupere est 

25 disponible pour d'autres analyses. 

1) Etude de 1' influence du pH et de la temperature 
sur la desorption de 1 * ARN 

Conf ormement a la Figure 5, la desorption des 
30 acides nucleiques a pH basique est plus importante en 
raison de la perte de charge sur le polymere; a pH acide 
la quantite d ! acides nucleiques liberes est beaucoup plus 
faible car les particules sont alors fortement chargees 
positivement . 

35 Conf ormement a la Figure 6, comme precedemment la 

desorption des acides nucleiques est favorisee a pH 
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basique. Elle est egalement favorisee par 1 'augmentation 
de la temperature car pour une temperature superieure a la 
LCST (32 °C) les particules se retractent. 

5 2) Etude de 1' influence de la force ionique sur la 

desorption de l'ARN 

Conformement a la Figure 7, au fur et a mesure de 
1 1 augmentation de la force ionique, les interactions 
electrostatiques attractives entre les ARN et la surface 

10 du pclymere diminuent. 

En conclusion, la desorption des acides nucleiques 
est pref erentiellement realisee a 40°C, a forte force 
ionique et pH basique. 

Par ailleurs , la propriete de retraction des 

15 particules a 40°C (temperature superieure a la LCST) peut 
etre exploitee pour concentrer une solution d'acide 
nucleique. En effet, apres adsorption des acides 
nucleiques et elevation de la temperature au-dela de la 
LCST, les particules sur lesquelles sont adsorbes les 

20 acides nucleiques se retractent, occupant ainsi un volume 
moindre qu'a 1 1 etat relaxe et permettant la reprise des 
particules, apres centr if ugation , dans un volume final 
plus f aible. 

25 EXEMPLE 4: ADSORPTION ET DESORPTION D'ADN A PARTIR 

D 1 UNE SOLUTION MIXTE D'ADN ET DE BSA, EN UTILISANT LES 
PARTICULES DE NIPAM 

La solution d 1 ADN de Staphylococcus epidermitfis 
est extra ite et pur if iee a partir de colonies isolees de 
30 bacteries, selon le protocole decrit par D. TRECO dans 
Short Protocols in Molecular Biology Second Edition Ed : 
Harvard Medical School, 1992, pp 2-4/2-7. 

Une solution de BSA (serum bovine albumine) 
(Intergen 3210-01) 10 % (p/v) en eau milliQ est utilisee. 
35 Protocole PCR: la technique de PCR suivie est 

celle deer ite par Goodman dans PCR Strategies Ed : Innis, 
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Gelfand et Sninsky Academic Press 1995, pp!7-31. Deux 
amorces d 1 amplification ont ete utilisees; elles 
presentent les sequences suivantes: 

Amorce 1:5' ATCTTGACATCCTCTGACC 3* >SEQ ID N01 

5 Amorce 2:5* TCGACGGCTAGCTCCAAAT 3 f >SEQ ID N02 

Les cycles de temperature suivants ont ete 
utilises lors du protocole d ' amplification : 



1 fois 3 minutes 94 °C 

10 2 minutes 65 °C 

35 fois 1 minute 72°C 

1 minute 94 °C 

2 minutes 65 °C 
1 fois 5 minutes 72 °C 



15 10 /xl de produit d 1 amplif ication sont deposes sur 

gel d ' agarose 0,8% (FMC 50003) prealablement colore au 
bromure d'ethidium. Apres migration electrophoretique 45 
minutes a 180V, les bandes d'acides nucleiques sont 
visualisees sous rayonnement ultra-violet (D. VOYTAS dans 

20 Short Protocols in Molecular Biology Second Edition Ed : 
Harvard Medical School, 1992, pp2-13 / 2-14 ) . 

1) Adsorption et desorption d'ADN sur les 
particules et detection apres technique PCR, de l'ADN 

2 5 libere 

Une solution d 1 ADN (10 10 copies/ml) a ete adsorbee 
sur les particules a 20°C, pH 4,6 pendant deux heures puis 
soumise a une etape de desorption de 15 minutes a 41°C, pH 
8,3, force ionique 0,05 M comme decrit dans les exemples 2 

3 0 et 3, respectivement . Apres 1 ■ etape de desorption et 

centrif ugation, le materiel recupere dans 50 ^i 
surnageant a ete amplifie par PCR et analyse sur gel 
d 1 agarose 0,8 %. Une bande de taille attendue (490 pb) est 
detectee sur gel. Par ailleurs, la quantite d 1 ADN detectee 
35 apres PCR est au moins equivalente a celle detectee apres 
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amplification par PCR de 10 6 copies/ml d'ADN non adsorbe 
au prealable sur particules. 

Les particules de NIPAM94 peuvent done etre 

egalement utilisees pour adsorber de l'ADN. Apres 

5 desorption l'ADN peut etre utilise dans une reaction 
d ' amplification de type PCR. 



2) Adsorption d'ADN a partir d'une solution mixte 
ADK et BSA, et detection apres technique PCR, de l'ADN 
10 libere par desorption 

Une solution d'ADN (10 10 copies/ml) en presence de 
10 % (p/v) de BSA est soumise a une etape d 1 adsorption et 
de desorption comme decrit dans 1 1 exemple 4-1. Les memes 
techniques d 1 amplification et de detection sont utilisees. 

15 Un ADN de taille attendue (490 pb) est detecte sur gel. 
L'intensite de la bande d'ADN visualisee est la meme en 
presence ou en absence de BSA. 

Les particules de NIPAM94 permettent d' adsorber et 
de liberer par desorption de l'ADN provenant d'une 

2 0 solution mixte ADN - 10% BSA. La presence de la BSA dans 
la solution initiale ne perturbe pas 1' adsorption de l'ADN 
sur les particules. 

EXEMPLE 5 : PURIFICATION D'ACIDES NUCLEIQUES ISSUS 

2 5 D'UN LYSAT BACTERIEN (Staphylococcus epldexrmldis) EN 

UTILISANT LES PARTICULES DE NIPAM 

1) Preparation du lysat bacterien 

Une culture de Staphylococcus epidermidis est 
realisee pendant une nuit a 3 7 °C. Le nombre de bacteries 

3 0 contenues dans la suspension est estime par mesure de la 

densite optique a 550 nm. Des culots bacteriens, contenant 
respectivement 2.10 6 , 2 . 10 4 et 2.10 1 bacteries, sont 
realises en tubes de 1,5 ml par centr if ugation 3 minutes a 
14 000 tours. Le surnageant est elimine et le culot 
35 bacterien est lyse selon la technique decrite ci-dessous 
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(adaptation de Arora et al. , J. Dairy Sci. 1990, 73., 264- 
273) . 

Le culot est repris par 1 ml de tampon (Tris 3 0 
mM, NaCl 100 mM, EDTA 5 mM, pH 7,2) contenant 6 mg/ml de 
5 proteinase K (Boehringer) et 3 00 jul de billes de verre. Ce 
melange est agite sur un vortex et incube 15 minutes a 
37 °C . Apres une etape de centrif ugation ( 3 minutes a 
14 000 tours) , le surnageant, contenant les acides 
nucleiques est recupere pour les etapes ulterieures. 

10 

2) Purification des acides nucleiques 

Les particules utilisees sont des particules 
thermosensibles de PNIPAM94 dont la synthese est decrite 
dans 1 1 exemple 1 . 

15 Le protocole suivant constitue le mode operatoire 

general des reactions de purification. 

Le melange reactionnel est constitue de 50 jul de 
lysat bacterien, contenant respectivement 10 5 , 10 3 et 10 6 
bacteries, et de 2 mg de particules. Le volume final de un 

20 roillilitre est obtenu en completant le volume reactionnel 
par du tampon phosphate (10 mM, pH 4,6). La reaction est 
incubee durant 3 0 minutes sur un thermomixer (Eppendorf 
5436) a 20°C. Apres une etape de centrif ugation de 20 
minutes, a 14 000 tours par minute, le surnageant est 

25 elimine. La desorption des acides nucleiques, fixes sur 
les particules, est realisee par l'effet de la force 
ionique en ajoutant 50 jxl de tampon d'elution (KCl 0,5 M, 
pH 8,3) ; la reaction est incubee durant 15 minutes a 42 °C 
sur le thermomixer. Apres une nouvelle etape de 

30 centrif ugation de 20 minutes, a 14 000 tours par minute, 
le surnageant contenant les acides nucleiques est 
recupere ; 10 y.1 sont utilises pour une etape 
d ' amplification de 1 1 ADN (PCR) et 5 ^tl pour une etape 
d ' amplification de 1 1 ARN (NASBA) . 

35 



3) Detection des acides nucleiques 
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Les acides nucleiques purifies sont analyses apres 
une etape d 1 amplification enzymatique (PCR pour ADN et 
NASBA pour ARN) . Les produits d 1 amplification sont ensuite 
reveles par des techniques ELOSA (Enzyme Linked Oligo 
5 Sorbent Assay) en microplaque (NASBA) ou VIDAS (PCR) . 

Protocole PCR : le protocole suivi est le meme que 
celui deer it dans l'exemple 4. Les produits 
d • amplification (90 fil) sont analyses sur 1* automate 
d 1 immuno-analyse Vidas (bioMerieux) conformement au 
10 protocole decrit par Mabilat et al. , J. Clin. Microbiol ; 
1994, 3J2, 2702-2705, les sondes de capture et de detection 
etant les suivantes : 
sonde de capture : 

5* ACCACCTGTCACTCTGTCCC 3' SEQ ID NO: 3 
15 sonde de detection : 

5' GGAAGGGGAAAACTCTATCTC 3' SEQ ID NO: 4 

La sonde de detection est conjuguee a la 
phosphatase alcaline. 

2 0 Protocole NASBA : le protocole suivi est le meme 

que celui decrit par Kievits et al., J. Virol. Methods 
(1991) 35, 273-286. Les amorces utilisees presentent les 
sequences suivantes : 
amorce 1 : 

25 5* TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA 3 1 SEQ ID NO: 5 
amorce 2 : 

5 1 AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGGTT TGTCACCGGC AGTCAACTTA 
GA 3 1 SEQ ID NO: 6 

Les produits d ' amplification (5 fil) sont analyses 

3 0 avec une technique Elosa en format microplaque 

conformement au protocole decrit par Mallet et al., J. 
Clin. Microbiol. (1993) 31, 1444-1449. Les sondes de 
capture et de detection presentent les sequences 
suivantes : 
3 5 sonde de capture : 

5' GATAGAGTTTTCCCCTTC 3' SEQ ID NO: 7 
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sonde de detection : 

5' GACATCCTCTGACCCCTCTA 3' SEQ ID NO: 8 

La sonde de detection est conjuguee a la 
peroxydase de raifort. 
5 La proteinase K etant un inhibiteur connu des 

reactions d 1 amplif ication, des dilutions, de 1/10 en 1/10, 
sont realisees avant les etapes d ' amplif ication pour 
quantifier le degre de purification obtenu. 

Les resultats obtenus sont rassembles dans le 
10 tableau IV en annexe. 

On verifie le pouvoir inhibiteur de la proteinase 
K puisqu'il faut diluer 1 1 echantillon au 1/1 000 avant 
l'etape d 1 amplif ication . Apres 1 1 etape de purification 
1 ' echantillon n 1 est plus dilue qu'au 1/10 avant l'etape 
15 d 1 amplif ication, ce qui represente un gain d'un facteur 
100. Les particules permettent de purifier conj ointement 
l'ARN et l'ADN presents dans 1 1 echantillon . Ces acides 
nucleiques sont compatibles avec les etapes 
d' amplif ication enzymatique. 

20 

EXEMPLE 6 : PURIFICATION D 'ACIDES NUCLEIQUES ISSUS 
D'UN LYSAT BACTERIEN {Staphylococcus epidermidis) EN 
UTILISANT LE POLYMER E NIP AM GREFFE SUR UN NOYAU MAGNET I QUE 

Les particules decrites dans les exemples 

2 5 precedents presentent 1 1 inconvenient de necessiter des 

etapes de centrif ugation apres les etapes d 1 adsorption et 
de desorption. Ces etapes sont longues (2 fois 20 minutes) 
et dif f icilement automatisables . Une alternative possible 
est de greffer le polymere de Nipam sur des supports 

3 0 magnetiques cationiques. Un des supports testes est le 

latex magnetique cationique R95-07 (Estapor, Rhone- 
Poulenc) dont les particules sont polydisperses . 

La capacite de purification des particules ainsi 
obtenues a ete testee . 

35 



1) Synthese des particules magnetiques de Nipam 
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Les particules Estapor cationiques R95-07 ont ete 
encapsulees. Avant chaque encapsulation les particules ont 
ete lavees 3 fois avec une solution decide chlorhydrique 
0,005 M. 

5 1 g de particules semence est dilue dans 40 ml 

d'eau milliQ prealablement chauffee a ebullition et 
degazee avec de l 1 azote. 

Styrene : 100 /xg 
NIPAM : 0,3254 g 
10 BAM : 0,0274 g 

MAE : 0,0740 g 
Triton X-405 : 0,14 g 
V50 : 0,0061 g 

100 /Ltg du styrene pour 1 1 etape de pregonf lement 
15 (temps 2 h a 70°C) , le NIPAM, BAM et MAE sont solubilises 
dans 10 ml d'eau et introduits sur la semence (latex 
Estapor). L'amorceur solubilise dans 1 ml d'eau, est 
ajoute pour permettre la polymerisation autour des 
particules semence. La polymerisation a ete realisee sous 
20 atmosphere d' azote, a 70°C. 

Ces particules portent alors une charge de 220 et 
de 82 /xmol de NH 2 /g de particules sans modifier le 

distribution en taille des particules. 

25 2) Purification des acides nucleiques 

Le protocole utilise est le mime que celui decrit 
dans I'exemple 5 avec les modifications suivantes. 

- 200 jug de particules ont ete utilisees, 

- les etapes de centr if ugation , pour separer les 
3 0 particules des surnageants , sont supprimees et remplacees 

par des etapes de separation sous l'effet d 1 un champ 
magnetique (dispositif de separation magnet ique, Promega 
Z5342) . 

L 1 ensemble des autres etapes demeure inchange. 
35 Les resultats sont rassembles dans le tableau V en 

annexe . 
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On retrouve le pouvoir inhibiteur de la proteinase 
K puisqu'il faut diluer 1 1 echantillon au 1/1 000 avant 
l'etape d ' amplification. Apres l'etape de purification, 
l'echantillon peut etre dilue au 1/10 (PCR) ou 1/100 
(NASBA) avant l'etape de purification, ce qui represente 
un gain d'un facteur 10 a 100. Ces particules permettent 
egalement de purifier con jointement 1 1 ARN et l'ADN present 
dans 1 1 echantillon. Ces acides nucleiques sont compatibles 
avec les etapes d 1 amplification enzymatique. 
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TABLEAU IV 





Avant 
Purification 


Apres 
Purification 






1 0exp7 
bacteries. 


neg° 


nt* 






1/10 


neg 


+++ 


V|DA$ 




1/100 


neg 


+-+*+ 






1/1000 


+++ 




> 5000 RrV§: +++ 




1/10000 


+++ 


nt 




PCR 


10exp5 
bact6ries. 


neg 


nt 


2000-5000 RFv: ++ 




1/10 


neg 






VI DAS 


1/100 


neg 


i 

T 


DL/U-ZUUU rtrV. t- 




1/1000 


+ 


neg 






1/10000 


neg 


nt 


< ouu Krv. neg 




10exp0 
bacteries. 


neg 


nt 






1/10 


neg 


neg 






1/100 


neg 


neg 






1/1000 


neg 


+ 






1/10000 


neg 


nt 






10exp7 
bacteries 


neg 


nt 






1/10 


neg 


+++ 






1/100 


neg 


+++ 


fcLOSA 




A J4 AAA 

1/1O0O 


+++ 


+++ 






1/10000 


++4- 


nt 


uuv saturee. +++ 


NASBA 


10exp5 
bacteries. 


neg 


nt 






1/10 


neg 


neg 


DO 1000-2500: 


ELOSA 


1/100 


neg 


+++ 






1/1000 


++ 


+++ 


DO 300-1000: + 




1/10000 


+++ 


nt 






10exp0 
bacteries. 


neg 


nt 


DO < 300: neg 




1/10 


neg 


+ 






1/100 


neg 


+++ 






1/1000 


+++ 


+++ 






1/10000 


+++ 


nt 





Q neg: ndgatif 
*nt non teste 

§RFV: relative fluorescent value 
#D0: density optique 
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TABLEAU V 



PCR 
VIDAS 



NASBA 
ELOSA 



1 0exp7 
bacteries. 



Avant 
Purification 



1/10 



1/100 



neg° 



neg 



1/1000 



1/10000 



10exp5 
bacteries. 



1/10 



1/100 



neg 



+++ 



+++ 



neg 



neg 



1/1000 



1/10000 



10exp6 
bacteries. 



1/10 



1/100 



1/1000 



neg 



neg 



neg 



neg 



neg 



1/10000 



10exp7 
bacteries. 



1/10 



1/100 



1/1000 



1/10000 



neg 



neg 



neg 



neg 



neg 



10exp5 
bacteries. 



1/10 



1/100 



1/1000 



1/10000 



10exp0 
bacteries. 



neg 



neg 



neg 



+++ 



1/10 



1/100 



1/1000 



1/10000 



neg 



neg 



neg 



+++ 



°ncfc: negatif 
*nt: non teste 

§RFV: relative fluorescent value 
#Dp: densite optique 



Apres 
Purification 



nt* 



+++ 



++ 



nt 



nt 



neg 



neg 



neg 



nt 



nt 



neg 



++? 



n 



eg 



nt 



nt 



neg 



+++ 



ViDAS 
> 5000 RFV§: +++ 
2000-5000 RFV: ++ 

500-2000 RFV: + 
< 500 RFV: neg 



+++ 



nt 



nt 



neg 



+++ 



nt 



nt 



neg 



+++ 



+++ 



nt 



ELOSA 
DO# saturee +++ 

DO 1000-2500: 
DO 300-1000: + 
DO < 300: neg 
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REVENDI CAT I ONS 

1. Procede d'isolement, en phase aqueuse, 

d'un materiel nucleique, present dans un echantillon, 
5 comprenant une etape d' adsorption dudit materiel 
nucleique, sur un support particulaire , caracterise en ce 
que : 

* selon une etape (a) dite d'obtention du reactif 
d 1 adsorption, on dispose d'un reactif d 1 adsorption 

10 comprenant un sol constitue par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymere particulaire, f onctionnalise , ledit 
polymere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 
monomere hydrosoluble, d'acrylamide ou d'un derive 

15 d 1 acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomere, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, et ledit polymere presentant une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee qui 
est comprise entre 2 5 et 4 5 °C, 

20 * selon une etape (b) dite de mise en contact, on 

met en contact le reactif d 1 adsorption avec 1 1 echantillon 
contenant le materiel nucleique, 

* selon une etape (c) dite d 1 adsorption, pour la 
mise en contact selon (b) , on choisit au moins un des 

25 parametres suivants pour le milieu reactionnel: 

- pH au plus egal a 7, 

- force ionique au plus egale a 10~ 2 M, 

- temperature inferieure a la LCST du polymere, 

* selon une etape (d) dite de separation, apres 
30 eventuellement avoir observe que 1' adsorption a eu lieu, 

on separe la phase discontinue de la phase continue, et 

* selon une etape (e) dite de desorption, on 
dissocie, par desorption, le materiel nucleique par 
rapport au support particulaire, en augmentant la force 

35 ionique jusqu'a une force ionique superieure a 10~ 2 M. 
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2. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que pour 1 1 etape (e) de desorption, on 
fait en outre varier au moins un des parametres choisis 
parmi le pH et la temperature comme suit : 

5 - augmentation du pH jusqu'a un pH superieur a 7, 

- augmentation de la temperature jusqu'a une 
temperature superieure a la LCST du polymere. 

3. Procede d ! isolement, en phase agueuse, 
d'un materiel nucleique, present dans un echantillon, 

10 comprenant une etape d' adsorption dudit materiel 
nucleique, sur un support particulaire , caracterise en ce 
que : 

* selon une etape (a) dite d ! obtention du reactif 
d' adsorption, on dispose d'un reactif d ' adsorption 

15 comprenant un sol constitue par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymere particulaire, f onctionnalise, ledit 
polymere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 
monomere hydrosoluble , d'acrylamide ou d'un derive 

20 d'acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomere, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, et ledit polymere presentant une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee qui 
est comprise entre 2 5 et 4 5°C, 

25 * selon une etape (b) dite de mise en contact, on 

met en contact le reactif d' adsorption avec 1 1 echantillon 
contenant le materiel nucleique, 

* selon une etape (c) dite d 1 adsorption, on 
choisit, pour la mise en contact selon (b) , une force 

30 ionique au plus egale a 10" 2 M pour le milieu reactionnel, 

* selon une etape (d) dite de separation, apres 
eventuellement avoir observe que 1' adsorption a eu lieu, 
on separe la phase discontinue de la phase continue. 

4. Procede selon la revendication 3, 
35 caracterise en ce que, selon 1 ' etape (c) d ' adsorption , on 

choisit en outre, pour la mise en contact selon (b) , au 
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moins un des parametres suivants pour le milieu 
reactionnel : 

- pH au plus egal a 7, 

- temperature infer ieure a la LCST du polymere. 

5 5. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 4 , caracterise en ce que le support 
particulaire consiste en un polymere particulaire , 
f onctionnalise, obtenu par polymerisation de (1) un 
premier monomere hydrosoluble, d'acrylamide ou d'un derive 

10 d 1 acrylamide , (2 ) au moins un agent de reticulation 
hydrosoluble et (3) au moins un second monomere, 
fonctionnel, cationique et hydrosoluble, et ledit polymere 
presentant une temperature critique inferieure de 
solubilite (LCST) predeterminee qui est comprise entre 25 

15 et 45°C. 

6 . Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications la 4, caracterise en ce que le support 
particulaire comprend en outre un noyau organique ou 
inorganique, recouvert en totalite ou en partie par ledit 

2 0 polymere particulaire, ledit noyau ne modifiant pas les 
proprietes d* adsorption du polymere vis-a-vis dudit 
materiel nucleique. 

7. Procede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que le noyau est un noyau de 

2 5 polystyrene. 

8. Procede selon la revendication 6 ou 7, 
caracterise en ce que le noyau comprend un compose 
magnetique * 

9. Procede selon l'une quelconque des 
30 revendications precedentes, caracterise en ce qu 1 on ajoute 

dans 1 1 echantillon avant 1 ' etape (b) , ou dans le milieu 
reactionnel apres 1 1 etape (b) et notamment apres 1 1 etape 
(c) ou 1 ' etape (d) , au moins une sonde et/ou une amorce 
susceptible de s ! hybrider specif iquement sur le materiel 
35 nucleique. 
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10. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterise en ce que : 

* selon (b) et (c) , on met en contact le reactif 
d 1 adsorption avec le materiel nucleique consistant en une 

5 sonde ou une amorce, pour obtenir un reactif 
d 1 hybridation , 

* selon (b»), apres eventuellement avoir observe 
que 1' adsorption a eu lieu, et separe du milieu 
reactionnel le reactif d 'hybridation, on met en contact 

10 ledit reactif d 1 hybridation avec un milieu contenant au 
moins un acide nucleique ou fragment d'acide nucleique, 
dans des conditions adaptees pour 1 'hybridation ou 
l 1 elongation de 1 1 amorce . 

11. Procede selon l'une quelconque des 
15 revendications precedentes, caracterise en ce que la LCST 

du polymere est comprise entre 3 0 et 4 0 °C. 

12. Proced6 selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le 
premier monomere (1) est choisi parmi les N- 

20 alkylacrylamides et les N, N-dia Iky lacryl amides . 

13. Procede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que le premier monomere (1) est choisi 
parmi le N-isopropylacrylamide, le N-ethylmethacrylamide , 
le N-n-propylacrylamide, le N-n-propylmethacrylamide, le 

25 N-isopropylmethacrylamide, le N-cyclopropylacrylamide, le 
N, N-diethylacrylamide , le N-methy 1-N-isopropylacrylamide , 
le N-methyl-N-n-propylacrylamide , le premier monomere 
etant de preference le N-isopropylacrylamide (NIPAM) . 

14. Procede selon l'une quelconque des 
30 revendications precedentes, caracterise en ce que le ou 

les seconds monomeres fonctionnels (3) sont choisis parmi 
les derives acryliques et methacryliques , le chlorure de 
2-aminoethyl methacrylate (AEM) , les derives de N-vinyl- 
pyridine, les derives de tr ialky lammonium et les derives 
35 de chlorure d ' isothiouronium . 
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15. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 1 1 agent 
de reticulation hydrosoluble (2) est choisi parmi le N,N- 
methylene bisacrylamide (MBA) , 1 1 ethylene glycol 

5 dimethacrylate. 

16. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 
1 ' amorceur de polymerisation est choisi parmi les 
amorceurs neutres et cationiques, hydrosolubles , tel que 

10 le chlorure de 2,2 , -azobis amidino-propane (V50) . 

17 . Procede selon la revendication 3 , 
caracterise en ce qu'il comprend, apres 1 ' etape (d) de 
separation, une etape dite de desorption, selon laquelle 
on dissocie, par desorption, le materiel nucleique par 

15 rapport au support particulaire , en faisant varier au 
moins un des parametres choisis parmi la force ionique, le 
pH et la temperature, comme suit : 

- augmentation de la force ionique jusqu'a une 
force ionique superieure a 10" 2 M, 

2 0 - augmentation du pH jusqu'a un pH super ieur a 7, 

- augmentation de la temperature jusqu'a une 
temperature superieure a la LCST du polymere. 

18. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 1 1 etape 

25 (d) de separation est effectuee par une technique choisie 
parmi la centrif ugation , la filtration, la precipitation, 
la sedimentation, et 1 ' application d ' un champ magnetique. 
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